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Abstract: Objective  To investigate the effect of different concentrations of dihydroartemisinin (DHA) 
on human hypopharyngeal cancer Fadu cells in nude mice. Methods  Clonogenic assay was applied to 
determine whether DHA (10, 20 and 40μmol/L) for 24h affected long-term colony formation. Nude mice 
with xenograft tumor model bearing Fadu cells were intraperitoneally injected into low, medium and high 
concentrations of DHA as DHA groups, while intraperitoneal injection of cisplatin as the chemotherapy group. 
The volume of transplanted tumor was measured. After three weeks, the xenograft tumors were removed 
and weighted, then, the inhibitory rates were determined. The potential toxicity was determined through 
the weight changes of mice, liver, spleen and kidney. Results  (1) DHA inhibited the growth of Fadu cells 
in vitro. (2) The inhibitory rates of low- (25mg/kg), medium- (50mg/kg) and high- (100mg/kg) dose DHA 
groups were 39.74 %, 60.52 % and 78.70%, while, 79.22% in cisplatin group. (3) DHA had no effect on body 
and kidney weight of nude mice. DHA increased the weight of liver and spleen in tumor-bearing nude mice. 
Conclusion  Low- and medium-dose DHA noticeably inhibit the growth of Fadu xenograft tumor in vivo, but 
the effect is not as good as cisplatin. High dose of DHA has the same anti-tumor effect as cisplatin, without 
observable toxic effect on liver, kidney or spleen.
Key words: Dihydroartemisinin; Hypopharyngeal cancer; Fadu cells; Xenograft tumor in nude mice 
摘  要：目的  明确不同浓度双氢青蒿素（DHA）抑制人下咽癌细胞Fadu裸鼠移植瘤生长的效应。方
法  细胞克隆形成实验分析DHA体外抑制肿瘤形成能力；建立Fadu裸鼠移植瘤模型，腹腔注射低、

中、高浓度DHA作为DHA处理组，腹腔注射顺铂作为化疗组；测量移植瘤的体积，干预3周后剥离

瘤块，判断不同浓度DHA抑瘤率及抑瘤效果；根据体重变化及肝、脾、肾的重量变化，判断DHA是

否有潜在的毒性。结果  （1）DHA抑制Fadu细胞的体外生长；（2）DHA低（25 mg/kg）、中（50 
mg/kg）、高（100 mg/kg）剂量组的抑瘤率分别为39.74%、60.52%、78.70%，顺铂组的抑瘤率为

79.22%；（3）DHA对裸鼠体重及肾重量无影响，能增加荷瘤裸鼠的肝、脾重量。结论  低、中剂量

DHA虽能抑制Fadu移植瘤生长，但抑瘤效果不如顺铂；高剂量DHA抑瘤效果与顺铂相同，且没有明

显的肝、肾、脾毒性作用。
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·基础研究·

0  引言
下咽癌（hypopharyngeal cancer）的发病率占

头颈部恶性肿瘤的1.4%~5.0%，占全身恶性肿瘤的

0.3%，是常见的头颈部恶性肿瘤[1]。尽管临床上

保留喉功能的多种综合治疗手段提高了下咽癌患

者的生活质量，但总生存率并没有明显提高[2]。因

此，需要寻找治疗下咽癌的新策略。

双氢青蒿素（dihydroartemisinin, DHA）是抗

疟疾药青蒿素（artemisinin）的重要衍生物[3]，能
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在体内外发挥抗肿瘤作用，极有潜力成为价廉且

有效的抗癌药[4]。本课题组前期研究证实，DHA能

通过抑制信号转导与转录激活因子3（signal trans-
ducers and activators of transcription 3, STAT3）磷酸

化（Tyr705）来阻断Jak2/STAT3信号通路，导致人

咽鳞癌细胞Fadu周期阻滞而凋亡[5]。本实验利用荷

瘤裸鼠模型，研究不同浓度的DHA体内抑制Fadu
细胞生长的效应，为DHA在下咽癌治疗中的进一

步应用提供参考。

1  材料与方法
1.1  细胞系   

人咽鳞癌细胞株Fadu为白求恩国际和平医院

耳鼻喉头颈外科实验室保存。

1.2  主要试剂  
双氢青蒿素购自日本CTI公司。顺铂（Cisplatin, 

DDP）购自济南齐鲁制药厂。

1.3  方法

1.3.1  细胞培养  用含10%小牛血清、1%青链霉

素双抗的DMEM（高糖）培养液作为完全培养

液。细胞接种后置5%CO2培养箱中37℃连续培养。

1.3.2  克隆形成实验  将Fadu细胞分别用10、20、

40 μmol/L DHA处理24 h后，铺于6孔板上（200个

/孔），培养10~14天，计算克隆数目（直径≥60 
μm或50个细胞以上的细胞团为一个克隆）及克隆

形成抑制率，分析DHA体外抑制肿瘤形成能力。

1.3.3  裸鼠皮下移植瘤模型的建立   4~5周龄的

BALB/c nu/nu雄性裸鼠（体重16~18）g，共30
只，分别用于建立Fadu细胞的裸鼠皮下移植瘤模

型。将裸鼠随机分为5组，每组6只，右腋皮下注

射无血清DMEM重悬的Fadu细胞悬液0.2 ml（1×
107个/毫升）。肿瘤长至直径约5 mm时，开始对上

述荷瘤裸鼠经腹腔注射药物进行干预。

1.3.4  药物干预及裸鼠分组  （1）处理组（DHA
组）：根据课题组预实验基础及已有文献 [6]，每

日腹腔注射DHA用量为25 mg/kg、50 mg/kg、100 
mg/kg分别为DHA低剂量组、DHA中剂量组、

DHA高剂量组；（2）化疗组（DDP组）：每隔1
日，腹腔注射顺铂，用量为2 mg/kg体重；（3）溶

剂对照组（NC组）：腹腔注射相同体积的DMSO
作为溶剂对照组。

1.3.5  移植瘤体积变化的测量  每3~5天用游标卡

尺测量肿瘤的长、宽，按公式V=L×I2×0.50计算瘤

体积（V代表瘤体积，L为长径，I为短径），并绘

制肿瘤生长曲线；每次测量肿瘤时称小鼠体重，

计算相对体重。

1.3.6  抑瘤率检测  药物干预3周后，处死裸鼠；

剥离肿瘤组织称重，并按公式（1-实验组平均瘤

重/对照组平均瘤重）×100%，计算抑瘤率（%）；

并剖腹取材，称取肝、脾、肾等器官的重量。

1.4  统计学方法

各组实验数据用SPSS16.0统计软件进行分析，

采用单因素方差分析（One-way ANOVA），两两

比较用Tukey检验，数据用均数±标准差的方式表示

（n=3），P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果
2.1  DHA抑制人下咽癌Fadu细胞增殖

不同浓度的DHA作用Fadu细胞24 h，然后进行

克隆形成实验，结果显示，随DHA浓度增加，存

活细胞数目减少，见图1。说明DHA能抑制Fadu细

胞的增殖，且有剂量依赖性。

2.2  不同浓度DHA对Fadu移植瘤体积的影响

经DHA处理后，三种DHA剂量组移植瘤体积

均小于NC组，差异有统计学意义（P=0.026），说

明DHA能抑制裸鼠移植瘤的生长，见图2。

DHA处理后4天，测量结果如图2显示，DHA
低剂量组（13.01±4.97）mm3、中剂量组（13.38±
5.87）mm3和高剂量组（13.21±5.12）mm3的移植

瘤体积均明显小于DDP组（15.10±6.50）mm3。差

图1  克隆形成实验分析不同浓度DHA处理细胞24h后对Fadu细胞增殖的抑制作用
Figure1  Inhibitory effect of different concentrations of DHA on Fadu cells proliferation detected by clonogenic assay after 24h
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异有统计学意义（P=0.047），且DHA各浓度组的

组间差异无统计学意义（P=0.289），见图2。结

果说明，低、中、高剂量DHA抑制早期或小体积

Fadu移植瘤生长的作用均优于顺铂。

药物处理后8~12天，DHA中剂量组移植瘤体

积（14.06±5.53）mm3和高剂量组（14.46±7.46）

mm3均明显小于DDP组（23.27±7.01）mm3，差异

有统计学意义（P=0.004, P=0.028）；DHA中、高

剂量组之间差异无统计学意义（P=0.347）。DHA
低剂量组的移植瘤体积（23.63±7.48）mm3与DDP
组相比差异无统计学意义（P=0.347），见图2。

结果说明，中、高剂量DHA抑制中期或中等体积

Fadu移植瘤生长的作用均优于顺铂。

在药物处理的21天，剥离肿瘤组织，测量

肿瘤长径及短径，计算体积。低、中、高剂量

DHA处理组的肿瘤体积均明显小于NC组（69.01
±9.57）mm3。差异有统计学意义（P=0.004），

且组间比较差异有统计学意义（P=0.006），见

图2。结果说明，DHA能抑制裸鼠移植瘤的生

长，并且随DHA剂量增加抑瘤效果明显增加。

低、中剂量DHA处理组的肿瘤体积均明显大于

DDP组（12.37±7.56）mm3，差异有统计学意义

（P=0.006）；其中DHA高剂量组的移植瘤体积

（13.64±7.02）mm3稍大于DDP组，差异无统计学

意义（P=0.273）。提示低、中剂量的DHA虽能抑

制Fadu移植瘤生长，但抑瘤效果不如顺铂；高剂

量DHA抑制Fadu移植瘤生长作用与顺铂相同。

2.3  不同浓度DHA对Fadu移植瘤重量的影响

剥离肿瘤组织后称重，低、中、高剂量DHA
处理组的肿瘤重量均明显小于NC组（64 .17±
10.78）mg。差异有统计学意义（P=0.004）且组

间比较差异均有统计学意义（P=0.045, P=0.008, 
P=0.008），见图3。结果提示，不同剂量DHA均

能抑制Fadu移植瘤的生长，随DHA剂量增加抑瘤

效果明显增加。

低剂量DHA组（38.67±7.87）mg与中剂量

DHA组（25.33±7.06）mg的移植瘤重量均明显大

于DDP组（13.33±3.72）mg，差异有统计学意义

（P=0.004, P=0.013）。说明低、中剂量DHA虽能

抑制Fadu移植瘤生长，但抑瘤效果不如顺铂。

高剂量DHA组的移植瘤重量（13.67±3.33）

m g 稍 大 于 D D P 组 ， 组 间 差 异 无 统 计 学 意 义

（P=1.00）。结果说明，高剂量DHA抑瘤效果与

顺铂相同。

低、中、高剂量DHA处理组的抑瘤率分 别

为39.74%、60.52%及78.70%，DDP组的抑瘤率为

79.22%。此结果与DHA影响移植瘤重量结果一致，

说明DHA能有效抑制Fadu移植瘤的生长，抑瘤率呈

浓度依赖性，且高剂量DHA抑瘤效果与顺铂相同。

*: P<0.05, compared with DDP groups; △: P<0.05, compared with NC 

group; DHA: dihydroartemisinin; DDP: cisplatin; NC: negative group

图2  不同浓度DHA对肿瘤体积的影响
Figure2  Effect of different concentrations of DHA on 
tumor volume

A: volume changes of xenografts tumor; B: weight changes of xenografts tumor; *: P<0.05, compared with NC group

图3  不同浓度DHA对Fadu移植瘤体积和重量的影响
Figure3  Effect of different concentrations of DHA on volume and weight of xenografts tumor
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2.4  DHA处理对裸鼠体重及肝、脾、肾重量的影响

DHA高剂量组裸鼠体重与NC组相比稍下降，

差异无统计学意义（P=0.465）。各组肾的重量差

异无统计学意义（P=0.361），说明DHA不影响裸

鼠体重及肾重量，见图4。

DHA低剂量组的肝、脾重量（1.29±0.09）g、

（0.19±0.03）g及高剂量组的肝、脾重量（1.25
±0.11）g、（0.17±0.04）g均值显著高于NC组

（1.09±0.08）g、（0.09±0.03）g，差异有统计学

意义（均P=0.049）。DHA低、高剂量组间差异无

统计学意义（均P=0.827）。结果说明，不同剂量

DHA均能提高荷瘤裸鼠的肝、脾重量。 
D H A 低 、 高 剂 量 组 的 肝 重 量 均 值 稍 高 于

D D P 组 （ 1 . 1 4 ± 0 . 0 8 ） g ， 差 异 无 统 计 学 意 义

（P=0.127、P=0.275）；DHA低、高剂量组的脾

重量稍高于DDP组（0.11±0.03）g， 差异有统计学

意义（均P=0.049）。结果说明，不同剂量DHA与

顺铂相比能显著提高荷瘤裸鼠的脾重量。

3  讨论
 青蒿素是中药黄花蒿Artemisia annua L.的提纯

物[3]。双氢青蒿素、蒿甲醚（artemether）及青蒿

琥酯（artesunate）是青蒿素的三种主要衍生物。

1972年中国人将青蒿素及其衍生物主要用于治疗

各种疟疾；80年代早期，开始用于治疗人类血吸

虫病[7]。双氢青蒿素是FDA批准的用于治疗疟疾的

药物，通过细胞周期阻滞及破坏血管生成、抑制

肿瘤生长或诱导肿瘤细胞凋亡，还能逆转肿瘤细

胞的多药耐药性等[6]。近年来发现，双氢青蒿素可

与转铁蛋白结合，选择性杀伤肿瘤细胞，极有可

能成为质优价廉的高效抗肿瘤药物[6]。

本实验体外研究发现，双氢青蒿素抑制Fadu
细胞的增殖作用具有浓度依赖性。与此一致的是

有研究报道，在体外双氢青蒿素通过caspase-3通

路诱导口腔癌细胞YD-10B[8]及头颈鳞癌细胞凋

亡[5,9]。另外，双氢青蒿素还能抑制由狗口腔乳头

瘤病毒（canine oral papillomavirus）诱导的肿瘤

形成，但不能抑制病毒复制[10]。本实验利用Fadu
裸鼠移植瘤模型的研究也发现，双氢青蒿素抑制

Fadu移植瘤的生长也具有剂量依赖性。这种剂量

依赖性对早期咽鳞癌生长的抑制作用差异不显

著，故早期咽鳞癌可选用低浓度DHA进行干预，

而中、高浓度DHA均可用于中晚期咽鳞癌。进一

步研究发现，DHA高浓度组的抑瘤率及肿瘤重量

均与顺铂组接近。结果提示，高浓度DHA有可

能单独用于咽鳞癌化疗。青蒿素抑制胃癌细胞株

SGC-7901裸鼠移植瘤的体内实验也表明，高、

中剂量组单独作用的抗肿瘤效果强于临床化疗药

物5-Fu[11]。近来，10 位的宫颈癌患者（Ⅲ期或Ⅳ

期）[12]和23位转移性乳腺癌患者[13]的临床研究也

表明双氢青蒿素具有抗肿瘤效果。 
本研究显示，高剂量DHA为有效剂量，干预

3周对裸鼠的体重及肾的重量没有影响。与此一

致的是，也有研究表明，DHA与化疗药物联合应

用对小鼠的体重没有影响，对肝、脾、肾及心脏

无毒性作用[14]。对于长期应用双氢青蒿素安全性

*: P<0.05, compared with NC group

图4  DHA处理对裸鼠体重(A)及肝、脾、肾重量(B)的影响
Figure4  Effect of DHA on body(A), liver, spleen and kidney(B) weight of nude mice
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的临床实验表明，用双氢青蒿素-哌喹治疗75例疟

疾患者8周，患者没有发生严重的肾损伤[15]。除此

之外，有研究观察到双氢青蒿素-哌喹治疗10 591
例疟疾患者28天，没有改变肝脏中酶类表达水平

及活性[16]。本研究还发现，DHA处理组的脾、肝

重量比NC组增加。与此结果一致的是，有研究表

明，DHA能促进荷瘤动物脾细胞增殖，并降低脾

细胞中CD4+CD25+Foxp3+的调节性T细胞数量，调

控免疫应答[17]。另有研究表明，DHA能减少SD大

鼠模型的肺损伤，并减轻肝纤维化[18-20]。便长期应

用高剂量双氢青蒿素是否会产生毒性的问题，值

得我们关注和研究。

利用结构修饰或剂型改变开发水溶性更高、

疗效更好的青蒿素类药物，将成为肿瘤化疗新药

研发的重点方向。本实验研究的双氢青蒿素最佳

给药剂量及临床前安全性评价将为青蒿素类药物

开发及临床研究提供实验依据。
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